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抄録  
	 末梢神経切断後に、除神経領域に近接する受容野の侵害刺激に応答する後角内 2 次ニ
ューロン数が増加することが知られている。この増加は損傷神経に含まれる 1 次ニュー
ロンの後角内終末域とその周囲にみられることから、その付近の興奮伝達の効率が上昇
し、結果的に 2 次ニューロンの興奮性が上昇したものと考えられる。本研究では、受傷
1 次ニューロンからの侵害情報伝達を受けて興奮する 2 次ニューロンと損傷を免れた 1
次ニューロンからの侵害情報伝達を受けて興奮する 2 次ニューロンをそれぞれ
extracellular	signal-regulated	kinase	(ERK)のリン酸化および c-Fos の誘発を指標
に免疫二重染色し、その関係を分析した。末梢神経切断後、ラットの後足を熱湯で刺激
したところ、切断神経の投射を受ける腰髄後角の領域（切断神経領域）に誘発される
Fos 陽性細胞数は未切断と比べて切断 3 日後に大幅に減少したのち増加し、14 日後に対
照と同等にまで回復した。熱刺激の 1 時間 45 分後に神経断端に強い電気刺激を 10 分間
加えて切断神経領域に誘発されるリン酸化 ERK(p-ERK)陽性ニューロン数は神経切断の
影響を受けなかった。c-Fos/p-ERK 二重陽性ニューロンは切断 3 日後に大幅に減少した
のち 7 日後から 14 日後にかけて大幅に増加した。このことから、神経切断後の侵害受
容2次ニューロンの過剰興奮は末梢から隔離された2次ニューロンに対する近隣の1次
ニューロンからの収斂投射によるものと考えられる。	
 
1.	 緒言  
神経切断により末梢組織からの感覚情報の入力が遮断されると、除神経を受けた末梢
受容野に痛覚を含む感覚の脱失がおこることが予測される。しかし臨床の場においては、
患者が無感覚以外の感覚異常を訴える症例がみられ、特に痛みを主体とする感覚異常が
生じる場合には神経障害性疼痛として区別される。近年、基礎研究の分野では、末梢に
加わった侵害刺激によって脊髄や延髄後角侵害受容２次ニューロンの活動マーカーで
ある c-Fos の免疫活性を組織化学的に染色する方法により、神経損傷モデルラットの中
枢神経系に種々の異常が惹起されることが報告されている。神経切断により部分的に神
経支配から解放された皮膚に侵害刺激を加えると、切断後の急性期には侵害刺激の伝達
が除神経領域に隣接する健常な神経を介するもののみに制限され、後角の２次侵害受容
ニューロンにみられる c-Fos の免疫活性上昇が抑制されるが、慢性期には損傷神経の再
生を伴わない場合でもc-Fosの誘発が回復する(Sugimoto	et	al.	1993;	Sugimoto	1994a;	
Nomura	et	al.	2002)。従って、神経切断の慢性期には後角内２次ニューロンの侵害入
力に対する過剰応答が生じている可能性が示唆される。また、神経切断の急性期から慢
性期にかけての c-Fos 誘発の増加が顕著な領域は損傷１次ニューロンの後角内終末域
とその周囲に限られることから、部分的な除神経を受けた皮膚からの侵害情報は、切断
を免れた神経の１次ニューロンによって、それら１次ニューロンの本来の終末域に存在
する２次ニューロンのみならず、末梢受容野から隔離された２次ニューロンにまで過剰
に伝達されている可能性が示唆される(Devor	and	Wall	1978;	Lisney	1983;	Markus	et	
al.	1984;	Hylden	et	al.	1987)。一方、受傷１次ニューロンは細胞死に陥ることなく、
その多くが長期間にわたって生存し、軸索中枢枝とそのシナプス結合を維持することが
知られている(Sugimoto	and	Gobel	1984)。また、神経腫に対する機械的な刺激が痛み
を誘発することも周知の事実であり、脊髄や延髄の後角に存在する２次ニューロンは末
梢受容野を失ってはいるものの、潜在的には損傷１次ニューロンからの情報伝達を受け、
感覚情報を処理する潜在的能力を維持していると考えられる。事実、切断を受けた神経
の近位切断端に C−線維を興奮させるに十分な強い電気刺激（ES）を加えると、後角内
では慢性期でも急性期と同程度の c-Fos 応答がみられる(Fujisawa	et	al.	2012;	
Molander	et	al.	1992)。	
c-Fos は種々の刺激によって誘発される転写因子で、脊髄では恒常的な発現はほとん
ど見られず、末梢からの侵害情報の伝達によってニューロンに誘発され、免疫組織化学
的に検出される(Hunt	et	al.	1987;	Fujisawa	et	al.	2012)。免疫活性の発現に要する
潜時は 60 分程度であり、刺激後約 2 時間をピークに変動する。このため、c-Fos の免
疫活性は侵害受容２次ニューロンの活動マーカーとして利用される(Hunt	et	al.1987)。
一方、extracellular	signal-regulated	kinase	(ERK)は mitogen-activated	protein	
kinase ファミリーの一員で、後角では侵害情報の伝達によって急激にリン酸化される
(Ji	et	al.	1999;	Ji	et	al.	2001;	Ji	et	al.	2003;	Noma	et	al.	2008)。このため、
リン酸化 ERK(p-ERK)の免疫活性は侵害受容２次ニューロンの活動マーカーとして利用
されるが、c-Fos と大きく異なる点はその免疫活性の発現潜時と持続時間が極めて短い
ことで、侵害刺激後60分以内に完全に消滅する(Ji	et	al.	1999;	Shimizu	et	al.	2006)。		
本研究の目的は、末梢神経切断後に受傷１次ニューロンからの侵害情報の伝達を受け
て興奮する後角内２次ニューロンと、近隣の領域を支配する切断を免れた神経に含まれ
る１次ニューロンからの侵害情報の伝達を受けて興奮する２次ニューロンとを組織化
学的に観察し、その関係を分析することである。このため、ラット後足を支配領域とす
る３つの神経のいずれかを切断し、１）部分的除神経を受けた後足の侵害熱刺激による
c-Fos の誘発及び２）切断神経の近位断端の ES による ERK のリン酸化を免疫組織化学
的に可視化した。ラットの潅流固定時に c-Fos と p-ERK の免疫活性がピークに達するよ
う、時間差を設定して刺激を行い、２種の蛍光標識２次抗体により二重染色を行った。	
 
2.	 材料ならびに方法  
2-1. 実験動物  
神経切断手術時に体重 180-200	g の雄性 Sprague-Dawley ラットを用いた。飼育室温
は 20	℃に保ち、日照時間は 12 時間、食事と飲水は自由とした。本研究で行った動物
実験は、「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年法律第 105 号）、「実験動
物の飼養及び保管などに関する基準」（昭和 55 年総理府告示第 6 号）、米国「実験動
物の管理と使用に関する指針」(1996 年改訂 NIH	Publications	No.80-23)、および「動
物実験指針」（平成 15 年、岡山大学自然生命科学研究支援センター）、に定められた
事項を遵守して行った。特に使用する動物数を可及的に少なくし、すべての実験過程で
動物に対する苦痛を最小限にとどめるよう配慮した。	
	
2-2.		坐骨神経および伏在神経から侵害情報伝達を受ける 2 次ニューロン
の分布  
	
一側の坐骨神経あるいは伏在神経に C-線維を興奮させるに十分な強度の電気刺激を
加え、２時間後に脊髄後角ニューロンにおける c-Fos の免疫活性を組織化学的に検出し
た。ペントバルビタールナトリウム麻酔下(50	mg/kg,i.p.)で大腿の中央から膝窩の間
で皮膚を切開し、大腿二頭筋を鈍的に剥離し、坐骨神経を露出した(６匹)。伏在神経は、
大腿内側面の皮膚を切開し、露出した(６匹)。それぞれ露出した神経に双極電極を設置
し、5	mA、5	ms の矩形波(5	Hz)で 10 分間刺激（ES）を行ない（各神経３匹ずつ）、対
照として各神経３匹ずつにシャム刺激（0	mA）を行った。なお、この刺激条件は神経束
内の C−線維を興奮させるに十分なものとされている(Devor	et	al.	1983;	Molander	et	
al.	1992;	Shortland	et	al.	1998;	Tokunaga	et	al.	1999;	Hughes	et	al.2008;	Fujisawa	
et	al.	2012)。	
上記とは別に 3 匹のラットを用い、坐骨神経と伏在神経の両方の支配を受ける後足全
体に侵害熱刺激を加え、２時間後に脊髄後角ニューロンにおける c-Fos の免疫活性を組
織化学的に検出した。なお、侵害熱刺激にもペントバルビタールナトリウム麻酔(50	
mg/kg,	i.p.)を用いたが、意図的な外科的侵襲を全て省略し、一側の後足を 55	℃の熱
水に 10 秒間浸漬し、侵害熱刺激とした。刺激の 2 時間後に左心室より生理食塩液、次
いで 4％パラホルムアルデヒドを含む 0.1	M リン酸緩衝液（PB、pH	7.4）を灌流した。
第 1 から第 5 腰髄（L1-5）を含む脊髄を摘出し、24 時間浸漬固定後、20％ショ糖を含
むリン酸緩衝生理食塩液（PBS、pH	7.4）に 48 時間浸漬した。各髄節の境界は、後根が
進入している部位をみることにより確認し、L1-L5 の吻側尾側の長さを測定した。L1
から L5 までの組織から厚さ 50	μm、1 枚おきの連続凍結切片を作製し、浮遊切片とし
て L1から L5髄節の各々を吻側	-	尾側軸に沿った 4つのブロックに細分した合計 20ブ
ロックのうちの 1 つに割り当てた。L1 から L5 の長さは約 10.0	mm であったため、１つ
のブロックに 4 または 5 枚の連続切片を含んでいた。切片には、c-Fos タンパクの特異
的抗体を用いた peroxidase-anti-peroxidase	(PAP)	法による免疫組織化学染色を行っ
た。内因性ペルオキシダーゼの除去のため、切片を 80％メタノールと 0.3％過酸化水素
水を含む溶液に 1 時間浸漬し、次いで 3％正常ヤギ血清で 1 時間処理した後、ウサギ抗
c-Fos 抗体	(Santa	Cruz	Biotechnology,	Santa	Cruz,	CA,	USA;	1:8,000)と 3 日間 4	℃
で反応させた。その後、切片をヤギ抗ウサギIgG	(Cappel	West	Chester,	PA,	USA;	1:300)、
さらに PAP(Cappel;	1:3,000)と反応させた後、硫酸ニッケルアンモニウム増感ジアミ
ノベンチジン（DAB）法により免疫反応産物の可視化を行った。切片をスライドガラス
上にマウントし、空気乾燥後、上昇アルコール系列で脱水し、キシレンで透徹し、封入
した。	
c-Fos 様免疫活性はニューロンの核内に限局していたため、c-Fos 様免疫活性を示す
顕微鏡像を以後 c-Fos 様免疫活性陽性ニューロン、略して Fos 陽性ニューロンと呼ぶ。
分析のため、カメラルシダ描画管を使用して、暗視野照明で脊髄の構造を白紙上にトレ
ースし、明視野照明で Fos 陽性ニューロンをプロットした。3 枚の切片をそれぞれのブ
ロックから無作為に選び、Fos 陽性ニューロンの数を計測し、3 枚の切片の平均値をラ
ットごとに記録した。 
 
2-3. 末梢神経切断の効果  
 ペントバルビタールナトリウム麻酔下に、電極設置と同様の要領で、一側の脛骨神経
あるいは伏在神経を露出し、7-0 絹糸で神経を２箇所結紮し、その中間部を切断後、軟
組織を縫合した。シャム切断では同様の術式で、結紮および切断を省略した。神経切断
あるいはシャム切断の 3,7 あるいは 14 日後(各群 5 匹ずつ)に、ペントバルビタールナ
トリウム麻酔下で手術側の後足に侵害熱刺激を加え、次いで神経を再露出し、近位断端
(あるいはシャム切断を行った神経)に電気刺激を加えた。熱および電気刺激の条件は前
述と同様とし、熱刺激の開始および電気刺激の開始は潅流固定の 2 時間前および 15 分
前とした(図 1)。脛骨神経切断(およびシャム切断)では、L4,5 を、伏在神経切断(およ
びシャム切断)では、L1-5 を採取した。伏在神経切断(およびシャム切断)では、各髄節
を吻尾的に 2 ブロックに分割し、前述のように後固定および凍結保護を行った後、	10	
μm の凍結切片を作成し、シランコートスライドに貼付して乾燥させた。切片を、ウサ
ギ抗 c-Fos 抗体(Santa	Cruz	Biotechnology;	1:8,000;)およびマウスモノクローナル抗
リン酸化 p44/42	MAP キナーゼ抗体(Cell	Signaling,	Beverly,	MA,	USA;	1:2,000)の混
合物と室温で 48 時間反応させ、Alexa-488 標識抗ウサギ IgG 抗体および Alexa-568 標
識抗マウス IgG 抗体(Molecular	Probes,	Eugene,	OR,	USA;	1:1,000)によって可視化し
た。陰性コントロールでは一次抗体との反応を省略した。反応後の切片は、蛍光観察用
封入剤	(DAKO	Fluorescent	Mounting	Medium,	DAKO,	Carpinteria,	CA,	USA)を用いて
封入し、ニコン（日本、東京）蛍光顕微鏡に装着した CCD スポットカメラで撮影を行っ
た。脛骨神経、総腓骨神経および伏在神経からの興奮伝達によって c-Fos あるいは p-ERK
を誘発されたと考えられるニューロンの大部分は後角第 I,II 層に見られ、その位置は
吻尾的および内外側的に特徴的な偏りを示した（後述）。このため、脛骨神経切断およ
びその対照実験では L4,5 境界から吻尾的 1	mm 以内の切片を各個体から無作為に５枚抽
出し、I,II 層に見られる c-Fos 陽性、p-ERK 陽性および二重陽性細胞数を内外側的な位
置情報とあわせて記録した。伏在神経切断に関しては L1-5 の各髄節をそれぞれ２分し
た合計 10 の吻尾的レベルごとに３枚の切片を無作為に抽出し、それらに含まれる陽性
細胞数の平均値を個体毎に記録した。	
 
2-4.	統計学的分析	
 
	データは平均値±標準偏差で表し、統計学的分析には一元配置分散分析（ANOVA）の後、
Tukey-Kramer テストまたは Student's	t 検定を用い、有意水準は、0.05 とした。 
 
3.	 結果	
3-1.	坐骨神経および伏在神経に対応する後角ニューロンの体部性局在	
	
坐骨神経のシャム ES では、同側の後角 I/II 層に少数の Fos 陽性細胞(境界明瞭な楕
円形を示し、直径 5-8	μm)が観察された。陽性細胞は、吻尾的には L1 から L5 にみら
れ、L4/5 の境界部に集中する傾向がみられたものの、1 切片あたりの陽性細胞数は最大
でも 10 個程度であった(図 2	A,	B;	図 4)。伏在神経のシャム ES では、L2 から L3 を中
心とするI/II層に、やはり最大でも10個程度の陽性細胞がみられたに過ぎない(図2	C,	
D:	図 4)。シャム ES の反対側では、いずれの神経についても陽性細胞はほとんどみら
れないことから、同側の c-Fos は電極設置のための手術の侵襲に対する反応であると考
えられる。一方、ES ではいずれの神経でも対応するシャム ES と比較して極めて多くの
Fos 陽性細胞が観察され、刺激を受けた神経に含まれる C-線維の興奮が 2 次ニューロン
に興奮を伝達した結果であると判断した。 
坐骨神経の ES では同側の後角 I/II 層に Fos 陽性細胞がみられたが、吻側部（L2,	3）
では後角の内側半に限局し、外側半にはほとんど観察されなかった。さらに、内側半の
分布領域内でも陽性細胞は内側部と外側部の 2 箇所に集中し、その中間部には陽性細胞
のみられない空白部分が存在した(図 3	A)。尾側部(L4,	5)では、陽性細胞は I/II 層の
内側 2/3 の領域に連続的に分布し、吻側部でみられたような空白は観察されなかった
(図 3	B)。坐骨神経の ES に反応した陽性細胞は L1-5 の全域にみられたが、L4/5 境界部
に最も多かった(図 4)。一方、伏在神経の ES に反応する Fos 陽性細胞は同側の後角 I/II
層に分布し、L2,	3 に集中した(図 3	C,	D;	図 4)。この領域は坐骨神経の ES に反応す
る Fos 陽性細胞の同レベルでの分布領域（内側半）内の空白部分とほぼ一致した。 
後足の熱刺激では、刺激側の後角 I/II 層に Fos 陽性細胞が観察され(図 4)、吻側（L2,	
3）では I/II 層の内側半に、尾側（L4,	5）では内側 2/3 に分布し、これらの領域内に
空白部分はみられなかった(図 3	E,	F)。分析のため、神経の ES および後足の熱刺激に
よる実験結果を後角の吻尾方向および内外側方向を含む平面上に投影した結果、伏在神
経および坐骨神経に含まれる C-線維あるいは侵害受容 1 次ニューロンからの興奮伝達
を受ける2次ニューロンの空間分布はそれぞれの神経に含まれる1次求心ニューロンの
終末域の分布(Swett	and	Woolf	1985)と類似性の高い局在パターンを示すことがわかっ
た(図 5)。以後、本論文では、ここに示されたそれぞれの神経の ES に応答する Fos 陽
性細胞の分布領域をそれぞれ坐骨神経領域および伏在神経領域と呼ぶこととする。 
 
3-2.	二重標識の概要	
 
神経切断の有無に関わらず、後足の熱刺激および神経の ES によって刺激側の後角
I/II 層に多数の Fos 陽性細胞、p-ERK 陽性細胞および二重陽性細胞が誘発された。二重
染色によって標識される c-Fos の免疫反応はニューロンの核内に限局し、濃い赤色の蛍
光として観察された(図 6	A)。一方 p-ERK はニューロンの細胞質にみられ、核周部に広
がる緑色の蛍光として観察された(図 6	B)。二重陽性細胞では緑色の標識の中に濃い赤
色または黄色に標識された核がみられた(図 6	C)。確認のため、一部のラットで熱刺激
または ES を省略して二重染色を行ったところ、二重標識は 1 切片あたり平均 1 個未満
でほとんどみられず、熱刺激に対しては Fos の免疫活性を示す核の赤色蛍光のみ(図 6	
D-F)、ES では p-ERK を示す核周部の緑色蛍光のみが観察された(図 6	G-I)。このことか
ら Fos 陽性細胞は熱刺激に応答したニューロンを、p-ERK 陽性細胞は ES に反応したニ
ューロンを、二重陽性細胞は 2 種類の刺激の両方に応答したニューロンを示すと言える。 
神経切断の有無や手術後の経過日数に関わらず、いずれか一方または両方の抗体によ
って標識される陽性細胞は検索した全ての髄節で、刺激側の後角 I/II 層の内側部にみ
られた(図 7,	8)。この領域は本研究で確認された坐骨神経あるいは伏在神経の ES によ
って c-Fos の誘発を受ける 2 次ニューロンの分布域に含まれ、それら神経を構成する 1
次ニューロンの中枢内終末域(Swett	and	Woolf	1985)にも完全に包含される。一方、後
大腿皮神経の投射領域(Swett	and	Woolf	1985)に相当する後角の最外側部には 1 切片あ
たり平均 1 個未満でほとんど標識はみられなかった。 
 
・	伏在神経切断の効果  
 
	 伏在神経の切断の効果は伏在神経領域で顕著であり、L1 や L4,5 では大きな影響がみ
られなかった。一切片あたりの Fos 陽性細胞数はシャム切断で 11.9±1.24(n	=	5;	3 日
後に 1 匹、7 日後に 2 匹、14 日後に 2 匹刺激を行ったが切断後の時間経過に関わらず有
意差はなかった)であったものが切断 3	(4.68±0.41,	n	=	6)および 7 日後(9.52±2.22,	
n	=	6)で有意な減少を示した。14 日後では Fos 陽性細胞(10.7±1.48,	n	=	6)は増加し、
3 日後との間に有意差が検出された。一方、p-ERK 陽性細胞数に対する神経切断の影響
は僅少で、切断後の経過時間に関わらず、シャム切断の場合(16.9±1.77,	n	=	6)と比
較して有意差はみられなかった。二重陽性細胞はシャム切断で 4.59±0.21	(n	=	6)で
あったものが 3	(1.49±0.50,	n	=	6)および 7 日後(2.29±0.45,	n	=	6)で有意な減少
を示し、14 日後には 3 日後と比較して有意に増加して 4.06±0.58	(n	=	6)となった(図
7,	9)。なお、刺激の種類に関わらず何らかの標識を受けた細胞の総数はシャム切断で
24.2±1.68	(n	=	6)であった。3 日後に有意な減少(20.0±0.83,	n	=	6)を示したが、
7(23.0±41.4,	n	=	6)および 14 日後(23.9±1.78,	n	=	6)ではシャムとほぼ同様の値を
示した。	
	
・	脛骨神経切断の効果  
 
本研究では、後角の坐骨神経領域のうち伏在神経を内包しない部分の内外側径は L4 か
ら L5 吻側部にかけて最大となることが示された。この髄節では坐骨神経領域が内側部
の脛骨神経領域と腓骨神経領域にほぼ 2 等分されることが先行研究によって示されて
いる(Swett	and	Woolf	1985;	Sugimoto	1994b)。これらのデータを参考に、脛骨神経切
断の効果を標識細胞の内外側分布に関する位置情報と併せて分析するため、L4/5 移行
部において、後角 I/II 層を最内側 1/3（以後、脛骨神経領域と呼ぶ）、最外側 1/4（後
大腿皮神経領域）およびその間に介在する領域（腓骨神経領域）に区分し、それぞれの
領域に分布する標識細胞の数を切片ごとに計数した。 
	 脛骨神経領域において、一切片あたりの Fos 陽性細胞数はシャム切断で 20.6±1.38	
(n	=	5;	3 日後に 1 匹、7 日後に 2 匹、14 日後に 2 匹刺激を行ったが切断後の時間経過
に関わらず有意差はなかった)であったものが切断 3	(5.64±0.91,	n	=	6)および 7 日
後(8.03±1.52,	n	=	6)で有意な減少を示した。14 日後では Fos 陽性細胞(15.0±2.14,	
n	=	6)は増加し、3 日後との間に有意差が検出された。一方、p-ERK 陽性細胞数に対す
る神経切断の影響は僅少で、切断後の経過時間に関わらず、シャム切断の場合(24.8±
2.71,	n	=	5)と比較して有意差はみられなかった。二重陽性細胞はシャム切断で 11.7
±1.07	(n	=	5)であったものが 3	(3.19±0.57,	n	=	6)および 7 日後(5.19±0.78,	n	=	
6)で有意な減少を示し、14 日後には 3 日後と比較して有意に増加して 8.36±1.43	(n	=	
6)となった(図 10)。なお、刺激の種類に関わらず何らかの標識を受けた細胞の総数は
シャム切断で 33.8±4.80	(n	=	5)であった。3	(26.8±3.85,	n	=	6)および 7 日後(25.7
±3.79,	n	=	6)に若干の減少傾向を示したが、14 日後(30.1±1.56,	n	=	6)では 3 およ
び 7 日後に比べ増加傾向を示した。 
腓骨神経領域において、一切片あたりのFos陽性細胞数はシャム切断で13.0±2.32	(n	
=	5)、3	(11.7±2.00,	n	=	6)および 7 日後(12.2±1.91,	n	=	6)、14 日後(13.4±2.49,		
n	=	6)において Fos 陽性細胞数に有意差はなかった。p-ERK 陽性細胞数に対する神経切
断の影響も僅少で、切断後の経過時間に関わらず、シャム切断の場合	(8.43±1.03,	n	=	
5)と比較して有意差はみられなかった。二重陽性細胞に関しても同様にシャム切断の場
合(3.13±0.65,	n	=	5)と比較して有意差はみられなかった(図 10)。なお、刺激の種類
に関わらず何らかの標識を受けた細胞の総数はシャム切断で 18.3±19.0	(n	=	5)、
3(17.3±1.90,	n	=	6)および 7 日後(17.3±2.65,	n	=	6)、14 日後(18.4±2.88,	n	=	6)
において有意差はなかった。 
 
4.	 考察  
4-1.	侵害受容 2 次ニューロンの活動マーカー	
	
	c-Fos の免疫活性は、末梢組織に対する侵害刺激によって特異的に誘発されることか
ら、脊髄後角および延髄後角の侵害受容 2 次ニューロンの活動マーカーとして多用され
てきた(Sugimoto	et	al.	1993;	Nomura	et	al.	2002)。このため、本研究では c-Fos を
マーカーとして末梢神経損傷による侵害情報伝達の様式を分析したが、二重染色のため、
新たに ERK のリン酸化を c-Fos と同様のニューロン活動のマーカーとして利用した。
c-Fos の新規合成とは異なり p-ERK は既存の ERK のリン酸化によって生じるため、両者
の免疫活性の発現潜時と持続時間およびニューロンの細胞体内での分布領域は大きく
異なるが、後角においてはいずれも末梢組織からの侵害情報の伝達を反映するものと考
えられている。本研究でも、ES によって誘発された p-ERK 陽性細胞と Fos 陽性細胞の
空間的分布パターンはよく一致しており、免疫組織化学的な検出感度に考慮する必要は
あるものの、定性的および半定量的な分析においては十分な信頼性があったと考えられ
る。 
 
4-2.	侵害受容 2 次ニューロンの体部位局在	
 
皮膚の侵害刺激は、脊髄後角および延髄後角の侵害受容ニューロンに、刺激強度依存
性にc-Fosを誘発することが知られている。刺激後比較的短い潜時（2時間以内）でc-Fos
の誘発を受けるニューロンの細胞体は後角 I/II 層に集中し、刺激部位に応じた体部位
局在性の空間的分布を示す(Hunt	et	al.	1987;	Bullitt	1990;	Strassman	and	Vos	1993;	
Strassman	et	al.	1993;	Terayama	et	al.	1997;	Nomura	et	al.	2002)。今回の研究で
は、切断後の末梢神経に含まれる侵害受容 1 次ニューロンを興奮させる必要から、侵害
刺激に替えて C-線維を興奮させるに十分とされる条件で電気刺激（ES）を行ったが、
坐骨神経のESに応答したFos陽性細胞はL1からL5尾側部の間の後角内側部に分布し、
そのうち L2,	3 の分布領域内には Fos 陽性細胞の欠落する空白領域がみられた。伏在神
経の ES では、この空白領域とほぼ一致して、Fos 陽性細胞および p-ERK 陽性細胞が多
数誘発された。また後足全体に侵害性熱刺激を加えた場合、Fos 陽性細胞の分布範囲は
上記ふたつの神経の電気刺激に応答する領域をあわせたものと一致した。従って、今回
用いた ES は特定の神経に含まれる侵害受容 1 次ニューロンを興奮させる手段として適
切と考えられ、その刺激によって誘発される Fos 陽性ニューロンの空間的分布は
WGA-HRP などの外因性化学物質をトレーサーとして標識された当該 1次ニューロンの中
枢内終末の体部位局在パターンとよく一致している(Swett	and	Woolf	1985)。なお脛骨
神経の領域の同定については、L4,	5 において脛骨神経切断の 3 日後にみられる Fos 陽
性細胞の欠落領域や脛骨神経の ES によって誘発される p-ERK 陽性細胞の分布領域が同
神経の 1 次ニューロンの中枢内終末域と一致している。	
 
4-3.	神経切断後の侵害刺激に対する後角侵害受容 2 次ニューロンの過剰
応答	
	
	 伏在神経の切断により後足の熱刺激による c-Fos の誘発は有意に抑制された。この
抑制は伏在神経領域を含む L2,	3 に見られたが、同領域を含まない L4,	5 では変化は見
られなかった。L2,	3 での Fos 陽性細胞数の減少は切断 3 日後に著しく、以後回復傾向
がみられ、14 日後にはシャム切断と同様の水準まで回復した。後足は伏在神経と坐骨
神経の二者のみによって支配されているため、切断によって後足からの侵害情報の伝達
は坐骨神経を介するもののみに制限されている。したがって切断 3 日後の Fos 陽性細胞
数は坐骨神経からの侵害情報入力による c-Fos 誘発の基準値であると推定されるが、14
日後までに起こった Fos 陽性細胞数の回復は、切断神経は軸索の再生を防ぐために結紮
されているため、見かけ上のものに過ぎない。つまり 3 日後から 14 日後の間の Fos 陽
性細胞数の増分は坐骨神経からの侵害入力に対する後角ニューロンの過剰応答を反映
したものと考えられる。脛骨神経切断においても同様に、後角ニューロンの過剰応答が
検出された。すなわち脛骨神経切断により、脛骨神経と総腓骨神経の両者を介して後足
からの侵害情報の伝達を受ける L4,	5 において後足の熱刺激による c-Fos の誘発が一旦
有意に抑制された後、見かけ上の回復を示した。この場合、後角ニューロンは損傷を免
れた総腓骨神経からの侵害入力に対する過剰応答を示したと考えられる。上記の過剰応
答は切断神経の支配領域に隣接する領域の支配神経からの侵害情報に対するものであ
ったが、損傷神経の電気刺激によって誘発される p-ERK 陽性細胞数は常に一定の値を維
持し、神経切断の影響は検出されなかった。従って、神経切断後の後角ニューロンの過
剰応答は損傷を受けていない侵害受容 1 次ニューロンからの侵害情報に対するものに
限られると考えられる。	
	
4-4.	収斂投射	
	
	 シャム切断後に熱刺激を行ない、続いてシャム切断を行った神経に ES を加えた場合、
c-Fos 陽性細胞、p-ERK 陽性細胞及び二重陽性細胞の数は手術後の経過日数に拘らず大
きな変動が見られなかったことから、シャム切断の手術による神経損傷は実験結果に大
きな影響を与えなかったものと考えられる。一方、切断による神経損傷は刺激による
c-Fos 陽性細胞だけでなく二重陽性細胞の数にも大きく影響し、切断 3 日後に大きく減
少した後、14 日後までに再び増加してシャム切断において見られたのとほぼ同様のレ
ベルに戻った。しかし、シャム切断後の刺激では、シャム切断を受けた神経の 1 次ニュ
ーロンが熱刺激の侵害情報を伝達することによって接続する後角ニューロンに c-Fos
を誘発し、それに加えて ES によって ERK のリン酸化を誘発したはずであり、二重陽性
細胞の多くは単一の神経からの侵害情報の伝達を受けたに過ぎないと考えるのが妥当
であろう。これに対し、神経切断後に見られた二重標識細胞では、ES による興奮を伝
達するのと同一の 1 次ニューロンが熱刺激による侵害情報を伝達することは有り得な
い。従って、神経切断後にみられる二重標識細胞は、皮膚からの侵害情報に加えて切断
された神経の断端からの情報をうけたと解釈されるべきである。	
	 刺激の種類に拘らず何らかの標識を受けた細胞の総数は、切断後に若干の一過性の減
少を示すが 14 日目ではシャム切断のレベルに回復している。従って、後足からの侵害
情報を受けて興奮する２次ニューロンの総数は神経損傷によって大きく影響されるこ
とはないと考えられる。一方 c-Fos 細胞の数は切断 3 日後と比較して 14 日後で大きく
増加している。これに伴って二重標識細胞にも増加がみられ、特に脛骨神経切断では二
重標識細胞が後角の主に脛骨神経領域にみられたことから、二重標識細胞は本来の受容
野から隔離された2次ニューロンが近隣の受容野を支配する1次ニューロンの興奮伝達
を受けるように変化した結果であると考えられる。	
	
4-5.	過剰興奮のメカニズムと神経障害性疼痛	
	
	 神経切断後に脊髄後角内で光学顕微鏡的に観察可能な軸索の出芽が起こることが知
られているが（McMahon	and	Kett-White	1991;	Woolf	et	al.	1992）、それは損傷神経
の脊髄内投射領域内に限られるきわめて微細な変化であり、本研究で観察されたように
脊髄後角内の体性局在の配列を変更するような規模のものではない。一方、Markus ら
（Markus	and	Pomeranz	1987;	Markus	et	al.	1984）は伏在神経の末梢受容野に加えら
れた自然刺激にまったく応答しないが、伏在神経の電気刺激には反応するような脊髄後
角ニューロンが坐骨神経の領域に存在することを報告している。本研究でみられた神経
切断後の異常な収斂投射は、このように従来から存在した伝達能力の低い収斂性のシナ
プス回路が末梢神経損傷の結果増強され、シナプス後膜に過剰な脱分極を引き起こした
ことを反映するのかもしれない。神経切断によって惹起される２次ニューロンの樹状突
起の萎縮（Sugimoto	and	Gobel	1984）は、理論的にはシナプス後膜を通過する電流密
度を上昇させる効果を持つはずであり、シナプスの伝達効率の上昇に寄与する可能性が
ある。あるいは損傷神経からの入力を受ける抑制性の介在ニューロンに越シナプス性の
変化がおこり、その結果として効率の低かったシナプスの脱抑制が生じた可能性も否定
できない。	
	 神経切断の動物実験においてみられるアロディニアや痛覚過敏を含む行動異常
（Yamaguchi	et	al.	2014;	Yamamoto	et	al.	2015）は臨床において観察される神経障
害性疼痛と類似点が多く、本研究で示された神経損傷後の２次ニューロンの収斂投射な
どの過剰興奮を反映するものと考えられる。本研究は２次ニューロンの過剰興奮の詳細
を記述したに過ぎないが、その詳細な発現機序を解明することにより、臨床的に問題と
なる神経障害性疼痛の治療に向けた研究の進展が期待される。	
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附図説明  
 
図 1 
手術、侵害熱刺激、脛骨神経への電気刺激、二重標識のための潅流固定の時間
経過 
 
図 2 
	 坐骨神経(A,B)あるいは伏在神経(C,D)のシャム電気刺激(0	mA)後、L3(A,C)お
よび L5(B,D)の後角における Fos 陽性細胞を示す。坐骨神経あるいは伏在神経の
シャム電気刺激により、後角Ⅰ/Ⅱ層に少数の Fos 陽性細胞が観察された。
D,L,M,V はそれぞれ D;背側,L;外側,M;内側,V;腹側を示している。なお、スケー
ルバーは 50	µm を示す。	
 
図 3 
坐骨神経(A,B)あるいは伏在神経(C,	D)の ES	(5	mA)、または後足の侵害熱刺
激(E,F)後の L3(A,C,E)と L5(B,D,F)の後角における Fos 陽性細胞を示す。坐骨
神経の ES は吻側および尾側の両方で Fos 陽性細胞が観察された、一方、伏在神
経の ES は吻側のみで Fos 陽性細胞が観察された。後足の侵害熱刺激においても
吻側および尾側の両方において Fos 陽性細胞が観察された。D,L,M,V はそれぞれ
D;背側,L;外側,M;内側,V;腹側を示している。なお、スケールバーは 50	µm を示
す。	
	
図 4 
 坐骨神経（上）あるいは伏在神経（中央）の ES、後足の侵害熱刺激（下）後
の各吻側-尾側レベルでの脊髄後角Ⅰ/Ⅱ層における Fos 陽性細胞の数。坐骨神
経の ES では L1 から L5 に観察され、L4 の尾側と L5 の吻側部分に集中した。伏
在神経の電気刺激では L1 から L5 に観察され、L2 から L3 部分に集中した。侵害
熱刺激でも L1 から L5 に観察された、それぞれの吻側尾側における陽性細胞の
数は坐骨あるいは伏在神経の ES と同等であった。	各バーは 3つの実験個々の
平均値±SEM 値を表す。	
	
図 5 
 脊髄後角における坐骨神経および伏在神経の1次求心ニューロンの終末域を吻
尾方向および内外側方向を含む平面状に投影した略図（Swett	and	Woolf	1985）。
坐骨神経および伏在神経の ESによって興奮伝達を受ける 2次ニューロンの空間
分布は 1次求心ニューロンの終末域の分布（Swett	and	Woolf	1985）と類似性の
高い局在パターンを示していた。	
	
図 6 
 c-Fos 陽性像、p−ERK 陽性像、二重陽性細胞の例。シャム手術群における伏在
神経の電気刺激と後足の侵害熱刺激後の L3 後角を示す。c-Fos 陽性像(A;赤)、
p-ERK 陽性像(B;緑)、それらを重ね合わせたもの(C)。矢じりは c-Fos 陽性像、
矢印は p-ERK 陽性像、二重矢じりは二重陽性細胞を示す。D,E,F は後足への侵害
熱刺激後の c-Fos あるいは p-ERK の反応を示し、G,H,I は伏在神経への電気刺激
後の反応を示す。なお、スケールバーは 50	µm を示す。	
	
図 7 
 伏在神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および伏
在神経への ES を行い、L3 後角における c-Fos 陽性像（赤色）および p-ERK 陽性
像（緑色）を重ね合わせた画像。	各群一匹の動物からの代表的データを示す。
矢じりは後角における二重陽性細胞を示している。c-Fos 陽性細胞および二重陽
性細胞は、損傷 3日後と 7日後に減少した。しかし、c-Fos 陽性細胞および二重
陽性細胞は損傷 14 日後に増加した。SNI；伏在神経損傷、D、L、M、Vはそれぞ
れ dorsal(背側),	lateral(外側),	medial（内側）ventral(腹側)を示している。
スケールバーは 100	µm を示す。	
	 	
図 8 
 伏在神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および伏
在神経への ES を行い、L5 後角における c-Fos 陽性像（赤色）および p-ERK 陽性
像（緑色）を重ね合わせた画像。	各群一匹の動物からの代表的データを示す。
c-Fos 陽性細胞の多くは内側 2/3 に観察されたが、神経損傷後数に変化は認めな
かった。p-ERK 陽性細胞、二重陽性細胞はほとんど認められなかった。D、L、M、
Vはそれぞれ dorsal(背側),	lateral(外側),	medial（内側）ventral(腹側)を
示している。スケールバーは 100	µm を示す。	
	
図 9 
	 伏在神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および伏
在神経への電気刺激を行い、各吻側—尾側レベルで後角Ⅰ/Ⅱ層における c-Fos
陽性細胞（上）、p-ERK 陽性細胞（中央）および二重標識細胞（下）の 1切片当
たりの数を示す。c-Fos 陽性細胞では、L2,3 において損傷 3日後に減少し、二
重陽性細胞では損傷 3,7 日後に減少した。損傷 14 日後に c-Fos 陽性細胞および
二重陽性細胞は増加した。各バーは、個々の実験の平均値±SEM 値を表す。	
＊P	<	0.05	(vs	sham 手術群)、#ｐ	<	0.05	(3 日後 vs14 日後)、R;吻側、C;尾側	
 
 
図 10 
 脛骨神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および脛
骨神経への電気刺激を行い、後角Ⅰ/Ⅱ層の脛骨神経領域（左の列）と総腓骨神
経領域（右の列）における c-Fos 陽性細胞（上）、p-ERK 陽性細胞（中央）およ
び二重標識細胞（下）の 1切片当たりの数を示す。c-Fos 陽性細胞および二重陽
性細胞は、損傷 3,7 日後に減少した。しかし、損傷 14 日後に c-Fos 陽性細胞お
よび二重陽性細胞は増加した。各バーは、個々の実験の平均値±SEM 値を表す。
各バーでの＊は、シャム手術群からの有意差を示す。***p	＜	0.001、	＃＃p	＜	
0.01	(3 日後 vs14 日後)	
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